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甲氨蝶呤磷脂复合物纳米粒的制备及表征
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摘 要 研究甲氨蝶呤磷脂复合物纳米粒的制备方法并进行表征。以卵磷脂(PC)为材料，甲氨蝶呤(MTX)
为模型药物，采用共溶剂法制备 MTX-PC 复合物，用薄膜分散法将 MTX-PC 复合物自组装成纳米粒，并对其进行
质量评价与体外释药试验。MTX-PC复合物纳米粒为类似脂质体的球形结构，粒径均匀，分散性好，平均粒径为
(152. 5 ± 3. 2)nm、多分散系数为 0. 162 ± 0. 015、电位为 －(20. 3 ± 2. 1)mV、载药量为(20. 7 ± 2. 4)%;且 MTX以
非晶型状态均匀分布在纳米粒中。其在 3 种 pH值条件下的体外释放随着 pH 值的下降而上升，在模拟肿瘤弱酸
性环境的 pH 5. 0 下，48 h药物累积释放量高达 90%。MTX-PC复合物纳米粒具有缓释的特点，且在肿瘤环境中利
于药物的释放，有肿瘤治疗的潜力。
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2996-2695 高效液相色谱仪(美国 Waters 公司) ;DF-
101S集热式恒温加热磁力搅拌器(巩义市予华仪器有限责
任公司) ;SB-2000 旋转蒸发仪(EYELA 東京理化器械株式
会社) ;KQ5200DE数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有
限公司) ;粉末-X'pert PＲO X射线衍射仪(荷兰 PANalytical
公司) ;差示扫描量热仪(DSC-204) (德国 Netzsch 公司) ;
JEM-2100 透射电子显微镜(日本 JEOL公司) ;Nano-zs激光
粒度 Zeta电位分析仪(英国 Malvern 公司) ;LEO-1530 场发
射扫描电子显微镜(德国 LEO 公司) ;MultiMode-8 原子力
显微镜(美国 Bruker公司) ;FV-1000 激光共聚焦显微镜(日
本 Olympus公司)。
MTX(纯度≥99%，浙江海正药业股份有限公司，批号:
20150608) ;PC(进口分装，德国 Lipoid Gmbh 公司) ;MTX 标














制品分散到适量的 DCM中超声，充分分散，用 220 nm 有机
微孔滤膜进行过滤，得到纯化的 MTX-PC复合物。该实验以
MTX与 PC 在 MTX-PC 复合物中的复合率为评价标准，分
别考察反应中的不同溶剂、温度、时间、投料比等对于反应
复合率的影响，最后获得的最佳实验条件确定优化条件。
复合率 =(MTX-PC复合物的质量 /总投料量)× 100%。
2. 2 MTX-PC复合物纳米粒的制备
利用薄膜分散法［14］，取上述含有 40 mg MTX-PC 复合
物的反应液旋转蒸发去除有机溶剂使其在内壁上形成一层




2. 3 MTX-PC复合物中 MTX的状态
2. 3. 1 差示扫描热仪分析(DSC) 分别将 MTX、PC、MTX
与 PC的物理混合物、MTX-PC复合物做 DSC分析。取样品
5 ～ 10 mg 置于铝盘内并密封，升温速率 10 ℃ /min，于氮气
(40 mL /min)保护下测定样品的热性能，考察 MTX 在复合
物中的物理状态。
2. 3. 2 X-射线衍射分析(XＲD) 同上，进行 XＲD 分析。
扫描速率为 10° /min，扫描角度(2θ)为 5° ～ 60°。
2. 4 载药量的测定
2. 4. 1 含量测定方法的建立 高效液相色谱法(HPLC)测
定 MTX。分析柱 ＲP-C18(Symmetry，5 μm，4. 6 mm ×250 mm);
C18预柱(5 μm，4. 6 mm × 10 mm) ;流动相:乙腈-7. 0%柠檬
酸-2. 0%无水磷酸氢二钠(10 ∶ 10 ∶ 80) ;洗脱体积流量:
1 mL /min;进样量 20 μL;紫外检测波长为 306 nm;温度:
25 ℃。峰面积 y与 MTX浓度 x的标准方程为 y = 31 520x +
2 063. 2(Ｒ2 = 0. 999 5) ，线性范围为 0. 25 ～10 μg /mL。
2. 4. 2 载药量 精确量取含 100 mg MTX-PC 复合物纳米


















2. 5. 2 体外稳定性实验 MTX-PC 纳米粒在水和 PBS
(pH 7. 4)中分别放置 48 h，在不同的时间点用动态光散射
(DLS)测量复合物纳米粒的粒径，以此来评价稳定性。
2. 5. 3 体外药物释放实验 将 1 mL MTX-PC纳米粒装入分
子拦截量为 4 000透析膜中，然后放入装有0. 1 mol /L的49 mL
PBS的容器中，分别在 pH 7. 4，6. 5，5. 0，(37 ± 0. 5)℃，
100 r /min条件下恒温振荡，定时取样，并立即补加相同量的
释药介质。选择相同浓度的纯药 MTX和 MTX-PC纳米粒溶












之增大，但实验中当 MTX 浓度达到 1. 0 mg /mL 时，复合率
下降，反应体系较为浑浊;投料比实验设定 1∶ 1，1∶ 2至 1∶ 6，
当 MTX与 PC的比例 1∶ 4时，MTX与 PC的复合反应达到一
个相对平衡点，复合率达到(92. 5 ± 1. 7)%。所以，实验最
终确定的优化条件:选择 THF 作为溶剂，反应温度 45 ℃，
反应时间 24 h，MTX 药物浓度 1. 0 mg /mL 为最佳反应浓
度，MTX与 PC投料质量比 1∶ 4。
3. 2 MTX-PC复合物的 DSC和 XＲD分析
MTX-PC复合物、MTX和 PC物理混合、PC及MTX的 DSC
图谱见图 1。结果显示，MTX 的峰中出现两个吸热峰(78 和










Fig 1 DSC curves of MTX，PC，physical mixture of
MTX and PC，MTX-PC complex
MTX、PC、MTX与 PC的物理混合物、MTX-PC复合物的













Fig 2 XＲD spectra of MTX，PC，physical mixture of




子的形成。MTX-PC纳米粒的载药量为(20. 7 ±2. 4)%，平均
粒径为(152. 5 ± 3. 2)nm，PDI 分散度指数为 0. 162 ± 0. 015，
电位为 － (20. 3 ± 2. 1)mV，n 均等于 3，如图 3(B) ;使用
SEM、TEM、AFM表征 MTX-PC NPs的物理形貌和尺寸，结果
如图 3(C ～ F) ;结果显示 MTX-PC纳米粒表现出类似脂质体
的球形结构，分散度结果也与 PDI 分散系数相吻合，分散度
较高，没有出现成团、不聚集、不粘附等现象;荧光标记的














明显降低［15］，该实验配制不同 pH(7. 4，6. 5，5. 0)的 PBS 磷
酸盐缓冲溶液分别用来模拟血液循环 pH 值、正常组织 pH




PC纳米粒中 MTX 在 pH 7. 4 的体液环境下，48 h 释放了约
60%，在肿瘤酸性环境 pH 5. 0下，释放了 90%的药物。
374
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A:Particle diameter and distribution determined by DLS
analysis;B:Zetapotential and Zeta potential distribution;C:
SEM image;D，E:TEM images;F:AFM image of the MTX-
PC NPs;G:CLSM images of dye DiD and FITC labeled
MTX-PC NPs
Fig 3 The drug-loading and morphology of MTX-PC
complex-nanoparticles
Fig 4 In vitro physiological stability of the
MTX-PCNPs in water，PBS
4 讨论
实验中通过共溶剂法以 THF 为反应溶剂使用 MTX 与
PC制备形成 MTX-PC 复合物，改善 MTX 的双亲性(提高亲
水性和亲脂性)和稳定性。MTX 与 PC 的复合随着时间
0 ～24 h的变化，溶液逐渐变澄清透明，直至完全澄清透明，
最后完全溶于 DCM中，表明 MTX与 PC之间完全形成复合。
DSC和 XＲD 表明，在形成 MTX-PC 复合物的过程中
MTX与 PC的极性端发生了微弱的分子间作用力，包括静电
作用力和氢键的单独作用或协同作用，而非 MTX与 PC两者
Fig 5 In vitro pH-dependent drug release of the





MTX 的活性基团与 PC 的磷酸极性端发生作用而
形成两亲性的 MTX-PC 复合物，因此载药能力高达











释药实验可以看出 MTX-PC 纳米粒的药物释放具有 pH 敏
感性或 pH依赖性。在模拟肿瘤弱酸性环境的 pH 5. 0 下
MTX-PC纳米粒 48 h 药物累积释放量高达 90%，远超模拟
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Preparation and Characterization of MTX-PC Complex-Nanoparticles
XIE Li-ya1，LI Yan-xiu2，CAO Wei1，HOU Zhen-qing2*
(1． No． 1 Hospital Affiliated to Xiamen University，Xiamen 361003，China;2． Ｒesearch Center of Biomedical Engi-
neering of Xiamen University，Xiamen 361005，China)
Abstract To prepare MTX-PC complex-nanoparticles and charactorize it． In this study，the MTX-PC complex was prepared by co-sol-
vent method with PC and MTX，followed by self-assembly to form MTX-PC complex-nanoparticles by film dispersion method. Its quality
was evaluated and in vitro drug release experiments were carried out． It was proposed that MTX-PC complex-nanoparticles exhibited a
liposome-like globular shape，fairly uniform size and well dispersed. The average particle diameter was (152． 5 ±3． 2)nm，polydispersity
was 0． 162 ± 0． 015，Zeta potential was －(20． 3 ± 2． 1)mV and drug-loading was (20． 7 ± 2． 4)% . MTX uniformly distributed in
the nanoparticles with an amorphous state. Their release behavior in vitro showed sustained releasing. The lower the PH value，the
faster the release of MTX from the nanparticles，and in simulated weak acidic tumor environment with pH 5. 0，48 h drug cumulative
release was up to 90% ． The prepared MTX-PC complex-nanoparticles with sustained release and good release in the tumor environ-
ment，showed a promising potential for treatment of tumor.
Key words Methotrexate，Phospholipid complex，Self-assembly，Nanoparticles，Preparation，Character
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